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Sununary 
An inhibitory component of dopa-c如何omcformation in the oxidation of L-tyrosine 
catalyzed by tyrosinasc was extracted in water soluble form from human placenta. 
The cxtract， from which protcins and nuclcic acids wcre removcd， was found to in縛
hibit thc formation of dopcトchr羽 nc. The type of inhibition was indicated to be thc samc 
as that of inhibition with L刷cysteinc.
Thc inhibitory componcnt in the extract 問 actcclwith both nitroprussidc ancl diazo 
rcagents on thin laycr chromatography with silica gel. The Rf value of the com-
ponent was the samc as that of ergothioneine. A reaction procluct of the component and 
alloxan gave a maximum-absorption at thc wave lcngth of 265 mμ， which coincided in 
position with that of the reaction product of crgothioneinc and alloxan. 
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2) チロシナーゼ誇予選溶液 Mashroomからお11:l精製されたチロシナー -li'*li品(シグマ社製)
1mgを1mlの蒸潟水に溶かしたもの.










ーパークロームの赤色皮は 475mμ で測定した.すなわちセノレにチロシン裕液 1ml，緩衝溶液 1ml
bよびi汎Jl二剤 0.9mlを入れて 350Cの悩滋水槽'j1に10分間，インキュベートした後，ただちにチ
ロシナーゼ、溶液 O.lmlを添加してよく撹1，L，ただちに分光光)支計にセット L475mμ で吸光度
を終i時的(分単位) に測定した. なふ、反応l狙1:1寺IJは， それぞれの反応州総の銭線と反応時間
(分)てと示す横~qll との交点の示す数依をもって表わすことにした.
2) ニンヒドリン比色定題;法






めて Fig.1 の結果を符l~こ.この閣で llfJ らかなように pH 6.8にかける Fー パークロームの生成
滋が;絞高であった.すなわちこの反応条件下にかけるチロシナーゼの最適 pHは6.8であった.
つぎに反応溶液の pHを6.8，反応滋皮を 350Cとした;場合のチロシナーゼの最適使用設を求めた.
チロシナーゼ(結晶) 0.05mg i>'よび O.lmgを使用した場合のドーパークロームの生成盛を比
絞したところ O.lmg を使用した場合の反応的線がN.1Zの追跡に最も好都合で、あることがわか
った (Fig.2). したがってチロシナーゼは， 1mgチロシナーゼ、/lmlの濃度の水溶液を O.lml使
用することにした.
2. フヱニーノレチオ尿Jk;J一、よぴシスティンの Fー パークローム生成阻止作用について
1) フエニーノレチオ尿素
ブエニーノレチオ尿3誌はチロシナーゼ活性を1:阻害する物質として知られている.そこで反応溶液
中の該物質の合殺をそれぞれ0.1，0.5 i>'よび lγ とした場合のチロシナーゼ、活性曲線を求めて






























Fig. 1 lnf1uencc of pH on TYl'osinasc Activity. 
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Fig. 2 Rcaction Curvc of Activity for diffcrent Concentration ()fγyrosinase 
incuvatcd to 350C at pH 6.8. 
1; Tyrosinase: O.lmg 
2; Tyrosinase: 0.05 mg 






bり，チロシンの場合，これがドーパークロームへの酸化の過程にかいて Fー パーを径て >CO
98 イ!;:波大学i終~'J:終報第 36ij' (1974) 
2去を 21間有する 1<'ー パーキノンの生成が行なわれるので，これらの物質に対するシスティンの反
応が考えられる. 反応波放のシスティン合fitをO.Lto' よび 0 ， 5γ としたとされ子られた皮Lè~IlI線を
Fig.4 で示した.反応IUH~~2ふ、よび3はO.Lto'よび 0.5yシスティン添加の場合の反応IUI総で， 1 
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Fig.3 InH江enceo[ Phenylthiourca on Tyrosinasc Activity. 
1: Reaction Curvc o[ Tyrosinase in thc Abscncc of 
Phcnylthiourca 
2， 3， 4; Rcaction Curve of Tyrosinasc in the Presencc 
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Fig. 4 InHuenc巴ofCystcine on Formation of Dopachromc from Tyrosinc. 
1: Rcaction Curvc of Tyrosinasc in thc Absence of Cysteine. 
2， 3; Rcaction Curvc of Tyrosinase in thc Prescncc of Cysteinc 0.1 
ancl 0.5，ug rcspectivcly. 
藤井.:ijt!l} .泉・，!iJiR人J制空より111抗されたメラニン生成阻止物質について 99 
ィンの波皮に応じて I~ ーパークロームの生成を一定時間完全に阻止している.その後はいづれも
1，"ーパーク口一ムの生成が始まるが，その反応迷i皮はシスティンの添加.tJIに関係なく一定で，シ










3. プラセンターお111物 CPEとl絡す)の Fーパークローム生成mJJ:作用について
1) PE試料の調製
PEとは1I合機より水可溶性指IIH物言':1U~ ，これから可及的除滋 i士!した後， 濃縮した総波をいう.
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Fig. 5 Inf1ucncc of Inhibitioll Facto1' in HUl11an Placcnta (PE) on Formation of Dopachl'Ol11c 
f1'ol11 Tyrosinc. 
1: Rcaction Curve of Tyrosinasc in the Abscncc of PE. 
2，3，4; TミeactionCurvc ofTyrosinase in the Prescnc:e ofPE 0.1， 0.3 and 0.5pg rcspectivcJy. 




4. F ーパクローム形成1!l1 t1:物質の諸'~l: í"1
1) "行委lWEiJl過伎について
Tabe 1.の試料を半透膜 (Seamlesscellulose tube)に入れ水道水1"で481時間透析を行なった.
そして遊析!限処裂後のチューブ内液(処取前の液の2倍;ほとした)を試験溶液とした.処華日前
の試料溶液 O.lml，処理後の試験総液 O.2ml~と阻止剤として使用し他の条件は前と金〈同様にし
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Fig. (j Pcnneabilily 01' Inhibilioll Factoγin PE. 
1: JI1丹ucnccoflnhibilion l'乳clor011 Fl、yrosinascAClivity bc-
[orc Dialysis o[ PE. 
2: lnfluen仁eof Inhibitiol1 1'actol' 011 Tyrosinase Aetivity 
aftcr Dialysis of PE. 
2) IjlIl:物質の SephadexG-25による分ii!ii






Iやの Fー パークローム生成IUL.lと物質は透析j践を通過し， Sephadex G--25分il!iにより i死去nアミノ
般と間一回分に溶Hlされる比絞的分子況の小ざい物質であろうと挽定された.
3) 阻止物質の化学的諸佐賀について
Sephadex G-25 (カラム:2x80cm)にサンプノレ 1mlを通じ極大の阻止作用を示す関分てと符，
桜井・平野・泉・ -;!，'}Ji:人目会般よりJ]tIUされたメラニン~U&:HLJ['，物質について 101 
20 














O ヰ 8 12 16 20 24 28 32 36 Fractio!1 !1umber 
f ↑ 
90ml 117ml 13'5ml Elulioll ¥'olumc(ml) 
Fi百.7 Gcl Filtralio!1 of Huma!1 Placcnla巴xlracl(PE) 011日ephaclexG…25， 。lnhぬitio日ぐril1lc(Min) of、PE
曜講 NinhyclrinRe則、IWlし




ので， SH 1去を有する化合物の存花は(<Iiかである.そこでアロキサン (a¥loxan)~ pH 7.4， 350C 
で10分間反応させた後各波長に応ずる O.D.を測定したところ ，265mpに極大吸収をノjミす物問の
存在を{前it悲した. 生体'11に遊詩If:状態;でね犯する SH 化合物として二号えられるものは光づシステ
イン，グ、ノレタチオン(還}G烈)ふ、J:ぴコ二ノレゴチオネィンなどであり，これらの純撚11もf号られて
いるのでこれらの総111?とアリキサンと以Lぶさせて O.D. ~iJ!IJ定したがf :lt~，システィンはいかなる
波長にも総火i吸収をぷさず，グノレタチオンは 305m(1に紙大吸収を示したが，こにノレゴチオネィン
は 265mμ に媛大I吸収を泌すというが尖をま1った. 1f. j;こ試料のiJ，引所クロマトグラムな求め，これ
にジアゾ試薬をi償援して武色のスポット?と得た.このスポットの Rfはエノレゴチオネィン総品の
スポットの Rfと同じ自i'fてと示した.Fig.8はその品古来なノjミナ， Fig，8にお、いてとスチジンは試料
と:1:<同じ Rf-:tr示したが，モノヨード酢酸 ~cr' め添加した羽合，添加しない場合それぞれの試
料とアロキサンとの反応による O.D.のj史スベクトノレから19Jらかに試料"1にヱノレゴチオネィンの
'1、'alωblc1仁， Cωhe 日凶1icalProp刊川eα灯r吋.
E勺rgoth吋ineine匂， Cystcine， Hislicline anclγrrOSll1C 
PE 265 匂ト イ叩



















Rf 0.206 Rf 0.206 
':;! (:-一ー 一ー司ー一町一-:::
20μl 30μi 20μi 
Ploc唱f自主fgothioneineHistidine 
E耳froct (4mg/ml) (388，〆g/ml)
Fig. 8 Silicagcl Thin Laycr Chromatogram ofTyrosinas久 Histidinc，Ergothio-
日cincancl Human Placcnla Exlracl. Dcvclopcr: n-Bulanol: Accli(町
acicl: Waler:ニ 1.:1: 2. 




HI. IIこの !í~式ならびに l:fI.'，l{-のイî1H~を検討し Table 2.の結以をf!Jた.この去でlリjらかなように試料
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